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Abstrakt: 
Účelem této práce bylo navrţení a realizace elektrochemických čidel na analýzu DNA 
pomocí tlustovrstvé technologie. V práci  je rozvedena výroba od návrhu aţ po jednotlivé 
kroky při realizaci. Dále je popsáno měření spolu s výsledky a vyhodnocení z hlediska pouţití 
čidel v praxi.  
Abstract:  
The objective of this work was creation of an electrochemical sensor for DNA analysis 
using thick layer technology. Development of sensors is described from the design face with 
particular steps of realization along with theory. Measurements with results and evaluation of 
possible application in common use are described. 
Klíčová slova:  
analýza DNA, tlustovrstvá technologie, tištěná čidla, uhlíkové elektrody, amperometrie, 
voltametrie 
Keywords:  
DNA analysis, thick layer technology, screen-printed electrode, carbon electrode, 
amperometry, voltammetry 
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1 Úvod do problematiky 
 
V poslední době narůstá zájem o vývoj jednoduchých, rychlých a levných metod pro 
rutinní testy DNA. Tyto metody jsou vyvíjeny, aby splnily poţadavky jednoduchého 
testování a diagnostiky znečištění ţivotního prostředí nebo detekce zmutovaných genů 
spojených s lidskými nemocemi. V našem případě se budeme zabývat pouze analýzou 
DNA. Báze DNA jsou kritickým místem DNA negativně ovlivňovaným mnoha faktory. 
Těmito faktory mohou být UV záření, ionizační záření, antibiotika a různé oxidační 
metabolity. Proto je potřeba vynaloţit velké úsilí na vývoj jednoduchých a přesných 
elektrochemických DNA senzorů. Prvním poţadavkem je zvládnutí detekce bází DNA na 
jednoduchých nemodifikovaných elektrodách a zároveň je prvním nutným předpokladem 
pro vytváření sloţitějších senzorů, například senzorů s modifikovanými elektrodami 
realizovanými imobilizací specifické oligonukleotidové sekvence na jejich povrchu. 
Mikroelektronické technologie jsou v tomto ohledu velmi důleţité a umoţňují výrobu 
miniaturizovaných elektrod. V této práci se tedy zaměříme na návrh a výrobu 
miniaturizovaných elektrod technikou sítotisku a ověříme detekci bází DNA. 
 
Cílemi této práce bylo: 
 prostudování problematiky elektrochemické detekce DNA, 
 návrh tlustovrstvých čidel pro detekci DNA, 
 realizace navrţených čidel sítotiskovou metodou, 
 vytvoření měřicího přípravku dle instrukcí pracoviště MZLU a provedení měření za 
pomocí realizovaných čidel a vyhodnocení měření z hlediska moţností identifikace 
DNA. 
 
2 Teorie nutná pro řešení projektu 
2.1 Tlustovrstvá technologie 
 
Vrstvové technologie, a to jak technologie tlustých vrstev, tak technologie tenkých 
vrstev (TNV technologie), byly z počátku vyuţívány při výrobě hybridních integrovaných 
obvodů. TLV technologie slouţila k vytváření pasivních sítí, vodivých cest, odporů a 
kondenzátorů v hybridních integrovaných obvodech (HIO) a také byla vyuţívána pro 
výrobu speciálních integrovaných obvodů, prototypů a malých sérií v aplikacích, kde 
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nebylo moţné pouţít monolitické integrované obvody. Jednou z jejích hlavních výhod a 
důvodem k jejímu vyuţívání byl fakt, ţe představovala relativně levný a nevakuový 
způsob vytváření vrstev specifických vlastností. Mezi další výhody TLV technologie patří 
její snadná kombinace s elektronickými součástkami nebo obvody, dobré elektrické a 
mechanické vlastnosti, snadný způsob výroby atd. Z důvodu pokračující integrace na 
polovodičových čipech a rozšíření moţností v důsledku nových technologií došlo ke 
změně orientace vrstvových technologií na speciální a nekonvenční vyuţití. Jedná se 
například o oblast vojenských aplikací, dále oblast vyţadujících vysokou spolehlivost, 
dlouhou ţivotnost nebo netradiční provedení. 
Tlustovrstvá technologie (dále TLV technologie) je zaloţena na sítotisku a vychází tedy 
z tiskařské techniky pouţívané pro různé tiskařské aplikace, aplikace v uţitném umění, v 
návrhářství, apod. V dnešní době se jiţ TLV technologie tolik nevyuţívá při realizaci 
elektronických obvodů, ale hlavně ve speciálních aplikacích a vojenské technice. Speciální 
aplikace TLV technologie se odlišuje od klasické tím, ţe vychází z různých principů 
zaloţených na fyzikálních a chemických jevech, při jejichţ vyuţívání jsou aplikovány TLV 
materiály. Klasické TLV aplikace jsou obecně chápány jako elektrické obvody vytvořené 
touto technologií, které mají jednoznačný elektrický model. Pole nekonvenčních aplikací 
se v současnosti velmi rychle rozšiřuje a vyvíjí. Důsledkem tohoto rychlého vývoje je 
neustálý nárůst nových vyuţití (např. TLV pojistky, a pod.), které leţí na rozhraní 
klasických a speciálních aplikací. Dochází pak k situaci, kdy se stírá jednoznačně 
vymezená hranice daná výše uvedenou definicí. Mezi nejvýznamnější vyuţití tlustých 
vrstev v oblasti speciálních aplikací lze v současnosti zahrnout oblast optických displejů, 
topných elementů, solárních článků, antén pro čipové karty, vysokonapěťových izolací, 
rychlých TLV pojistek, vysokoteplotních supravodičů, piezoreproduktorů, a hlavně 
senzorů. 
 
TLV senzory mají všechny výhody z hlediska výrobní technologie - snadná výroba, 
vysoká mechanická a elektrická odolnost, snadná návaznost na další obvody, a zejména 
nízká cena. Části vyrobené tlustovrstvou technologií mohou plnit ještě další funkce. Jedná 
se o topné elementy, kontaktní plošky pro pájení, pasivní a vodivé sítě, apod. V prostředí s 
nečistotami mohou být pouţity krycí pasty pro ochranné účely. Na substrátu mohou být 
vyrobeny mimo vlastního senzoru také obvody pro zpracování signálu ze senzoru.  
TLV senzory jsou děleny podle základního funkčního principu (tj. dělení podle typu 
past). Toto členění vychází z volby a také z dostupnosti past pouţitých při výrobě TLV 
senzorů. [1] 
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Tlustovrstvé senzory dělíme na: 
 senzory zaloţené na obvodovém principu - vyuţívá se změn parametrů elektrického 
prvku v obvodu (zejména kapacity a odporu), který je vytvořen pouze z běţných 
past (vodivá, odporová, dielektrická), 
 senzory zaloţené na vlastnostech past - vyuţívá se změn parametrů elektrického 
prvku v obvodu, který je tvořen mimo běţných past také pastou speciální 
(termorezistivní, piezorezistivní, enzymové, atd.), nebo pastou standardní, která je 
výrazně citlivá na snímanou veličinu. 
2.2 Technologie výroby a pouţívané materiály 
U technologie tlustých vrstev je nejběţněji pouţívanou metodou výroby sítotisk, za 
kterým následuje výpal, resp. vytvrzení vrstev za zvýšené teploty. Sítotisk je nenáročný a 
nevakuový způsob nanášení tixotropních směsí materiálů. Jednotlivé vrstvy se vytvářejí 
tiskem pasty na očištěný substrát přes sítotiskovou šablonu, která určuje výsledný obrazec 
vytvořený na substrátu. Techniku sítotisku ukazuje Obrázek 1. 
 
Obrázek 1: Proces nanášení tlusté vrstvy na substrát metodou sítotisku 
 
Motiv šablony je zpravidla vytvořen fotolitografickou cestou. Sítotiskové šablony se 
skládají z kovového rámu a sítotiskové tkaniny. Vlákna tkaniny jsou nejčastěji vyrobena z 
nerez oceli, polyesteru, nebo nylonu. Vrstvy se tisknou nejčastěji na keramický, skleněný 
nebo polymerní substrát, který musí mít hladký, rovný a homogenní povrch. Nejčastěji 
pouţívaným materiálem substrátů je korundová keramika. Rozdělení substrátových 
materiálů ukazuje Tabulka 1. 
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Tabulka 1: Přehled substrátů pouţívaných pro tlustovrstvé senzory. 
Anorganické 
 Keramika, 96% Al2O3 (korund), AIN, 99% BeO, LTCC materiály 
 Zirkoniové substráty ZrO2 
 Sklo 
 Ocel (s izolační dielektrickou pastou) 
Organické 
 Polymery – polyester (Mylar), polyimid (Kapton) a další 
 FR4 – pro polymerní pasty, méně časté 
 
Podle materiálu substrátu rozlišujeme dva základní typy tlustovrstvé technologie 
(viz. Tabulka 2) - cermetová TLV technologie a polymerní TLV technologie. 
 
Tabulka 2: Dva základní typy tlustovrstvé technologie. 
Cermetová tlustovrstvá technologie 
(cermet thick film) 
Pouţívá skla na anorganické bázi, sklo-keramika a 
keramika-sklo-kov sloţené suroviny pro vrstvy a 
relativně vysokoteplotní vypalovací proces 
Polymerní tlustovrstvá technologie 
(polymer thick film) 
Zaloţená na polymerech a polymerních sloţeninách 
s nízkou vytvrzovací teplotou 
 
 
Suroviny pro tlusté vrstvy jsou k dispozici ve formě tzv. past. Pasty se skládají z 
těchto hlavních sloţek: 
 
a) funkční fáze, která je tvořena kovovým práškem (Pt, Pd, Ag, Au, atd.) ve 
vodivých pastách, kovy a nebo kovovými oxidy (RuO2, Bi2Ru2O7) v odporových 
pastách, keramikou a sklem (Al2O3, BaTiO3, skelná frita, aj.) v dielektrických 
pastách. 
b) anorganické vazební materiály v práškové formě (nízkotavná skla a oxidy - 
Al2O3, WO3, Y2O3, Bi2O3, CuO2, BaTiO3, PbO2, B2O3, SiO2, aj.), které vytvářejí 
při výpalu oxidovou nebo skelnou vazbu na substrát. 
c) organické pojivové prostředky, které slouţí jako tixotropní nosič (pojivo) pro 
práškové anorganické sloţky před vypálením pasty. Jsou tvořeny z těkavých 
(rozpouštědla) a netěkavých (polymery) organických látek. Tato sloţka je 
odstraněna během vypalovacího procesu. 
d) modifikační materiály tvoří malé mnoţství speciálních aditiv (přísad), které řídí 
chování past před a po jejich zpracování. 
 
Sloţení pasty se liší podle funkce vrstvy, kterou má vrstva vykonávat. Pasty 
rozeznáváme standardní (vodivé, odporové, dielektrické) a speciální (termorezistivní, 
biocitlivé, piezoelektrické, apod.). Funkce past a jejich vyuţití v senzorové technice je 
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detailněji popsána níţe. V poslední době vzrůstá tendence k určité unifikaci tlustovrstvých 
materiálů vhodných pro jednotlivé procesy. Další vývoj pak směřuje k aplikacím 
ekologických materiálů (např. Ag pasty bez NiO a s obsahem PbO pod 0,1%, Au pasty bez 
CdO, atd.). 
Kromě sítotisku se pro nanášení tlustých vrstev ještě pouţívají techniky stříkání (řízené 
rozprašovací hlavice), namáčení a jiné. Fotocitlivé tlusté vrstvy se nanášejí technikou 
Fodel® (DuPont), která se skládá z nanesení souvislé tlusté vrstvy obsahující fotocitlivý 
polymer sítotiskem, osvícení ultrafialovým zářením přes šablonu, vyvolání a výpalu. 
Po natisknutí vrstvy metodou sítotisku na substrát musí být umoţněno její slití (tisk přes 
mříţku vede k vytváření linek od vláken sítě). Dále se vrstva před vypálením zasušuje. Tím 
se odstraní těkavé látky. Poţadovaná sušicí teplota závisí na rozpouštědlech a pohybuje se 
od 100°C do 150°C po dobu 5 aţ 15 minut. Výpal je nejkritičtějším krokem u cermetových 
past tlustovrstvé technologie. Nejdůleţitější parametry jsou atmosféra a teplotní profil, 
který je dán druhem pouţité pasty. Běţné cermetové pasty se vypalují při teplotě od 600ºC 
do 1100ºC po dobu 10 minut, typická hodnota je 850°C. U speciálních past, např. 
piezoelektrických nebo magnetorezistivních, mohou být stanoveny teploty niţší. U těchto 
past mohou být vyuţity materiály pro substráty s niţší teplotou tání. Vedle cermetových 
past mohou být vyuţity i  polymerní pasty pro TLV technologii, u kterých je vytvrzovací 
teplota podstatně niţší, obvykle kolem 150°C, vypalovací proces se neprovádí. Vypalování 
cermetových past je poměrně sloţitý proces, ve kterém jsou v první fázi vypálena 
organická pojiva a rozpouštědla, a v druhé fázi jsou kovové prvky sintrovány, přičemţ 
keramické a skleněné sloţky vytvářejí vazbu mezi kovy a substrátem. U vytvářených 
obvodů se tisknou a vypalují jako první vodiče a spodní elektrody kondenzátorů, dále 
následují jednotlivé odporové vrstvy, dielektrikum a horní elektrody kondenzátorů. V 
některých případech se odporové vrstvy chrání ještě vrstvou ochranné skloviny. Jestliţe je 
substrát umístěn do kovového nebo keramického pouzdra, jsou na něj připojeny vývody a 
je na něj nanesena ochranná pouzdřící vrstva skloviny. Obecně platí zásada, ţe kaţdá 
vrstva vyrobená TLV technologií se vytváří tiskem a výpalem, přičemţ výpaly 
následujících vrstev se provádějí postupně při niţších teplotách. Tiskem a výpalem lze u 
rezistorů a kondenzátorů dosáhnout tolerance ±20 aţ 30%. K dosaţení uţších tolerancí je 
nutné tyto vrstvy dostavit na poţadovanou hodnotu trimováním pomocí otryskávání 
křemenným pískem, nebo trimovaní laserem. [1] 
2.3 Tlustovrstvé senzory zaloţené na vlastnostech past 
U senzorů vyuţívajících vlastností tlustovrstvých past se vyuţívá schopností past 
reagovat na podněty vnějšího okolí změnou některých svých parametrů. Přitom si tlusté 
vrstvy zachovávají své charakteristické rysy, vysokou odolnost a dobrou stabilitu (nutnou 
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pro dosaţení reprodukovatelnosti senzoru). Pasty lze u této skupiny senzorů rozdělit na 
standardní pasty (vodivé, odporové, dielektrické) a speciální pasty připravené pro danou 
aplikaci. Speciální pasty se vyrábí pro příslušný typ aplikace záměrným přidáním 
funkčních látek, které se vyznačují poţadovanými vlastnostmi do základního materiálu, 
případně pouţitím zcela nových materiálů nebo technologického zpracování. Pro fyzikální 
senzory mají uplatnění např. termorezistivní, piezorezistivní, magnetorezistivní a další 
materiály. V chemických senzorech se vyuţívá speciálních past pro měření vlhkosti, 
iontové koncentrace a sloţení plynů. Růst významu lékařských sledování a diagnostik byl 
podnětem pro inovaci v oblasti speciálních materiálů pro biosenzory (např. pasty typu 
Ag/AgCl, které lze tisknout na polymerní substráty). V současné době probíhá vývoj v 
oblasti hydrotalcitních protonických vodičů, feromagnetických past a dalších nových, 
speciálních past. Z důvodů vysokých nákladů spojených s jejich aplikacemi bylo však 
vynaloţeno značné úsilí na úplné vyuţití vlastností standardních past. Stručné rozdělení 
nejčastějších speciálních past uvádí Tabulka 3. 
 
Tabulka 3: Přehled speciálních past pouţívaných v senzorových aplikacích. 
Termorezistivní: 
 NTC termistorové pasty, oxidy Mn, Co, Cu, 
Ni, Fe, Ti, Zn, Mg, Cr, Li 
 PTC termistorové pasty na bázi BaTiO3, 
TiO2, VO2, V2O3 
 Pasty pro RTD na bázi Pt, Ni 
 Nízkoteplotní termistory: RuO2, (vykazují 
rovněţ magnetorezistivní vlastnosti) 
Magnetorezistivní 
 Na bázi Ni 
Feromagnetické: 
 Obsahující feromagnetické sloţky 
Pyroelektrické: 
Polymerní, PVDF 
Citlivé na vlhkost: 
 Polymerní sloučeniny 
 Hydrotalcitní protonické vodiče 
 Cermetové pasty: SnO2, ... 
Piezorezistivní: 
 Cermetové piezorezistivní pasty 
 PTF: C a Ag polymerní sloučeniny 
Chemicky citlivé: 
 Pevné elektrolyty: ZrO2, ... 
 Pasty na bázi oxidů kovů: SnO2, WO3, 
TiO2 
 Polymery: polyelektrolyty, uhlíkové 
polymerní vrstvy, polyetheruretan 
Piezoelektrické: 
 Na bázi BaTiO3 
 Na bázi PZT (Pb, Zi, Ti), vykazují 
feroelektrické vlastnosti 
 Piezoelektrické polymery: PVDF 
Biocitlivé: 
 Polymerní loţe s receptorovými částicemi 
Další oblasti (vysokoteplotní, supravodiče, atd.) 
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2.4 Tlustovrstvé senzory vyuţívající elektrické prvky 
Mezi nejrozšířenější a snadno realizovatelné TLV senzory patří senzory zaloţené na 
změně elektrické veličiny některého prvku v elektrickém obvodu. U obvodových prvků se 
vyuţívá přímé změny parametrů jako odporu, kapacity, proudu, napětí a dalších 
elektrických veličin na měřené veličině. Tyto senzory jsou levné, protoţe se nevyuţívá 
vlastností past (speciálních ani běţných) a k výrobě se pouţívají pouze běţné pasty. Z 
pohledu obvodového řešení však bývají náročnější. Senzory nacházejí uplatnění nejčastěji 
v oblasti měření tlaku, teploty, zrychlení, apod. 
2.5 Elektrochemické senzory 
Nejčastěji uţívaný princip je elektrochemický převodník. Základem kaţdého 
elektrochemického senzoru je roztok v pevné nebo kapalné fázi slouţící jako převodník 
neelektrické veličiny na elektrickou. Ten je připojený na elektrody, pomocí nichţ se 
elektrická veličina vyhodnocuje metodou měření jednoho nebo více elektrických 
parametrů. Principiální zobrazení takovéhoto senzoru ukazuje  
Obrázek 2. Kaţdý senzor obsahuje soustavu elektrod z vyţadovaných materiálů 
vytvořených na substrátu. Tyto drahé kovy tvoří polarizovatelné elektrody nerozpustné 
v roztoku. Oxidace/redukce probíhá pouze za výměny elektronů. Je-li substrát z vodivého 
materiálu, je nejprve nutné na jeho povrchu vytvořit nevodivou vrstvu (např. na Si 
substrátu je po termické oxidaci vytvořena vrstva SiO2). Elektrody jsou opatřeny vývody, 
které slouţí k propojení s elektronickým detektorem. Mohou být zhotoveny z různých 
kovů s přihlédnutím k co nejmenším termoelektrickým napětím, které mohou na spojení 
kovů vzniknout. Z tohoto důvodu je nejvhodnější zlato, které lze také snadno bondovat Au 
drátkem, čímţ vzniká dlouhodobě nejspolehlivější spojení bez termických šumů. Bude-li 
toto čidlo pracovat v kapalných roztocích, je nutné vytvořit krycí vrstvu, která ponechá 
pouze elektrody ve styku s roztokem. Pokud elektrody nedokáţí přímo měřit některou 
elektrickou veličinu, která závisí na měřené, je na elektrody deponován převodník, coţ 
můţe být iontový měnič, membrána např. z enzymů nebo polovodivé oxidy kovů citlivé na 
plyny, apod. 
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Obrázek 2:Principiální struktura chemického senzoru 
 
Převedení elektrod do planární formy můţe vypadat tak, jak ukazuje Obrázek 3. 
Elektrody mohou mít různý tvar, ale běţně se konstruují hřebínkové, protoţe při zachování 
malé vzdálenosti elektrod je plocha elektrod velká, a tím vzrůstá i citlivost čidla. 
Miniaturizace na druhou stranu přináší řadu problémů, které u standardních elektrod 
nebyly. Jedním takovým problémem je rozloţení hustoty proudů, které není homogenní 
(jako např. u deskových elektrod), ale probíhá sféricky či hemisféricky, přičemţ se 
vzdáleností od substrátu se sniţuje (Obrázek 3). Pak mluvíme o poměrných proudech, kde 
90% proudu probíhá uţ ve velkých vzdálenostech od elektrody, coţ závisí na měrné 
vodivosti roztoku a poměru vzdálenosti elektrod a šířky hřebínku. Je zřejmé, ţe průměrná 
vzdálenost elektrod není v planární struktuře konstantní.V mikroelektronické technologii je 
poměrně snadné vytvořit planární elektrody. Základní ukázku designu chemického senzoru 
představuje (Obrázek 4). V tlustovrstvé technologii je pak nevýhodou čistota vrstvy, 
protoţe pasta musí obsahovat také vazební sloţky k zajištění adheze vrstvy. Vypálené 
vrstvy jsou velmi drsné a zároveň porézní, coţ na jednu stranu zvyšuje plochu elektrod, ale 
na druhou stranu geometrická plocha neodpovídá skutečné a musí být určena 
experimentálně. [1] 
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Obrázek 3: Průběh poměrných proudů mezi elektrodami v planární struktuře 
 
 
Obrázek 4: Tlustovrstvý elektrochemický senzor v tříelektrodovém zapojení. [2] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10 
 
2.6 Elektrochemická měření 
2.6.1 Historie polarografie 
Prof. Jaroslav Heyrovský provedl 10. února 1922 první experiment s visící rtuťovou 
kapkovou elektrodou, z čehoţ se postupně vyvinula polarografie.  Pouţil při tom vcelku 
jednoduchý obvod s galvanometrem. Měřením bod po bodu zjistil (nebo zdokumentoval) 
závislost protékajícího proudu na přiloţeném napětí (Obrázek 5). V obrázku lze snadno 
rozpoznat první vlnu kyslíku, a poté rozklad elektrolytu. Brzy si však uvědomil, ţe měření 
bod po bodu jsou pomalá, a tak s M. Shikatou sestrojil nový přístroj – polarograf, který 
zaznamenal takovou křivku fotografickou cestou během několika minut.  
 
  
Obrázek 5: První I-E křivka vykopírovaná z laboratorního deníku Heyrovského [3]. 
 
V dnešní době díky rozvoji výpočetní techniky a přístupu k moderním výrobním 
technologiím jsou jiţ analyzátory pouţívané pro analýzu sofistikovanější. Většinou jsou 
tyto přístroje ovládány pomocí PC nebo PDA a řídící programy obsahují nejrůznější typy 
analyzačních technik, u kterých stačí pouze nastavit parametry a spustit měření. Nejhojněji 
vyuţívané jsou techniky s kontrolovaným potenciálem. 
 
Podstatou všech technik s kontrolovaným potenciálem je sledování proudové odezvy 
studovaného systému na vloţený potenciál. Dnes se pouţívá široká paleta různě 
tvarovaných potenciálových excitací – od jednoduché lineární potenciálové rampy přes 
cyklickou voltametrii a rozličné pulzní techniky aţ po důmyslně programovaný proměnný 
potenciál vytvořený kombinací jednotlivých technik. V širším slova smyslu zahrnuje název 
voltametrie všechny metody, při kterých se sleduje proud protékající systémem v závislosti 
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na vloţeném potenciálu na indikační pracovní elektrodu, přičemţ se naměřené hodnoty 
měří vzhledem k potenciálu na referenční elektrodě. V uţším slova smyslu se termín 
voltampérometrie pouţívá, kdyţ pracujeme se stacionární pracovní elektrodou (patří sem 
všechny pevné elektrody na pevném nosiči nebo visící rtuťová kapková elektroda). Při 
práci s klasickou kapající rtuťovou elektrodou se správně pouţívá termín polarografie. 
Limitujícím faktorem při pouţití klasické polarografie pro analytické účely je velikost 
nabíjecího proudu v důsledku neustálého obnovování a narůstání povrchu rtuťové 
elektrody. Z tohoto důvodu můţeme klasickou polarografii pouţívat při stanovení 
koncentrací nejméně do 10-5 mol/l, coţ je často příliš vysoká hranice vzhledem k úrovni 
koncentrací sledovaných látek. Zvýšení citlivosti stanovení pomocí kapající rtuťové 
elektrody se věnovala značná pozornost a výsledkem bylo zavedení tzv. pulzních metod. 
Pulzní metody se pouţívají nejen s kapající rtuťovou elektrodou, ale i se stacionárními 
rtuťovými a pevnými elektrodami. V tom případě pak jiţ hovoříme o pulzních 
voltametriích. 
 
Vývoj dnešních polarografických a voltmetrických metod se dnes dělí do třech 
základních linií:  
e) Vývoj elektrod 
 Rtuťové elektrody jsou: kapková rtuťová elektroda, vísící rtuťová kapková elektroda, 
statická rtuťová kapková elektroda, vrstvová rtuťová elektroda, amalgámová rtuťová 
elektroda, rtuťové mikroelektrody, a další. (popsáno ve [4]). V této oblasti je velmi 
důleţitý vývoj elektrod z jiných materiálů jako je zlato, uhlík, uhlíkové nanotrubice, a další 
[5, 6]. Rtuťové elektrody mají různé výhody a nevýhody, kterými jsou obtíţná 
miniaturizace, mechanická nestabilita, nepostačující rozsah pracovního potenciálu a 
všeobecné trendy nepouţívat rtuť. 
 
 
 
f) Vývoj měřících technik 
Měřící techniky se ubírají od klasické DC polarografie ke komplexnějším metodám, 
jimiţ jsou AC polarografie, diferenční pulsní polarografie, square wave voltametrie, 
cyklická voltametrie, anodická stripping voltametrie, adsorptivní stripping voltametrie, 
konvoluční techniky a eliminační metody. Důsledek těchto technik je většinou sníţení 
detekčních limitů.[7] 
 
g) Vývoj prekoncentračních technik 
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Prekoncentrační techniky slouţí zejména ke sníţení detekčních limitů u jednotlivých 
měřících technik. 
2.7 Biologicko-biochemické vyuţití polarografie/voltametrie 
 
Tato kapitola představuje některé moţnosti aplikace polarografie a voltametrie. Jejich 
škála je velmi široká a společně s originalitou měření a ekonomickou efektivností zajišťuje 
této elektrochemické metodě dlouhodobé vyuţívání a určitou nezastupitelnost. Na prvním 
místě jsou uvedeny některé speciální aplikace z oblasti zdravotnictví, coţ v podstatě 
zahrnuje oblast biologickou či biochemickou. Všechny tyto aplikace se vymykají z rámce 
běţného, tedy tradičního pouţití polarografie a voltametrie v analytických laboratořích [8].  
 
2.7.1 Biologické aplikace 
Do této skupiny patří stanovení biologicky aktivních látek, ať jiţ endogenních nebo 
exogenních, různých léčiv či jejich metabolitů v tělních tekutinách a v biologickém 
materiálu vůbec. Uplatňují se zde standardní analytické postupy, úprava vzorku, zejména 
za pouţití extrakce sledované látky ze vzorku.  
2.7.2 Měření in vivo 
Samostatnou disciplínu biologických aplikací tvoří tzv. „voltametrie in vivo“. Slouţí ke 
sledování fyziologicky účinných látek endogenního původu (tzn. produkovaných v ţivém 
organismu), a to zejména ke sledování jejich koncentračních změn v důsledku různých 
fyziologických pochodů, případně externího působení chemických látek na sledovaný 
organismus. Řadu biologicky významných látek lze tak sledovat prostřednictvím jejich 
signálů přímo v místech jejich působení, tzn. v ţivém organismu, čili in vivo. Při tomto 
invazivním měření je čidlo vpraveno přímo do měřené tkáně, cévy nebo orgánu. Jedná se 
tedy o analytickou metodu pouţívanou na malém povrchu vzorku řádu čtverečních 
mikrometrů. Zatímco jiné analytické metody jsou schopné podat celkový obraz toho, co se 
v tkáni děje, měření s mikroelektrodami monitoruje lokální děje, a to při kontinuálním 
monitorováni různých metabolitů a drog v neuronových tkáních nebo artériích. 
K usnadnění takových voltametrických měření byly některými firmami dokonce vyrobeny 
speciální typy polarografů. Tato měření jsou nejčastěji vyuţívána pro monitoring 
nervového systému. Na prvním místě lze uvést aplikaci, kdy se v mozku pomocí 
implantovaných voltametrických mikroelektrod sleduje chování různých neurotransmiterů 
- přenašečů informací jako je dopamin, serotonin, epinefrin, apod. - coţ jsou sloučeniny na 
elektrodě snadno oxidovatelné. Tímto způsobem lze studovat pochody probíhající v mozku 
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při aplikaci chemických sloučenin nebo různých léčiv a otázky spojené s drogovou 
závislosti. Cílem je nalézt optimální léčebné látky. Aplikace mikroelektrod umoţňuje 
rovněţ studium chemických procesů v cytoplazmě jednotlivých buněk. Elektrochemie in 
vivo tedy můţe poskytovat nové informace týkající se znalosti biochemických procesů na 
buněčné úrovni, zejména jejich farmakologických aspektů a chemie fyziologických funkcí 
vůbec. Tím přispívá k rozpoznání podstaty různých chorob, eventuálně jejich diagnostice a 
kontrole lidského zdraví vůbec. 
 
2.7.3 DNA v toxikologické analýze a lékařské diagnostice 
Další aplikací je sledovaní vlivů na nositele genetických informací, zodpovědného v 
ţivém organismu za proteosyntézu, tj. deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) pro účely 
toxikologické, případně sledování specifických sekvencí nukleotidů (fosforečné estery 
nukleotidů na bázi purinové nebo pyrimidinové jako adenosin, guanosin, cytosin a 
thymidin) v DNA k lékařské diagnostice některých chorob. Poškození DNA můţe totiţ 
vést k poruchám ţivota buňky - mutacím, maligním přeměnám, apod. - coţ vede v konečné 
fázi k porušení lidského zdraví. Detekce rušivých látek a efektů na DNA má tedy zásadní 
význam. Jako příklad můţeme uvést vázání protirakovinového antibiotika na DNA, studie 
změn nativní DNA v důsledku ozáření nízkými dávkami gama záření, jakoţ i studie 
interakcí nukleových kyselin s genotoxickými látkami. DNA, zejména scDNA 
(supercoiled - scDNA), můţe být pouţita při zjišťování účinku škodlivých látek tím 
způsobem, ţe je imobilizovaná na elektrodě - rtuťové nebo uhlíkové. Taková modifikovaná 
elektroda velmi citlivě reaguje na poškození DNA a předčí citlivostí jiné analytické 
metody jako gelovou elektroforézu, apod. Rtuťová elektroda modifikované scDNA byla 
například vyuţita ke sledování hydroxylových radikálů v roztoku, případně jiných 
škodlivin v průmyslových vodách. Jako příklad můţe být uvedeno silné narušení 
imobilizované DNA vodami ze zatopených uranových dolů. Ke studiu moţnosti sledování 
některých virů a bakterií k diagnostickým účelům bylo vyuţito hybridizačních postupů. V 
této souvislosti lze uvést snahy o konstrukci senzorů specifických na sekvenci DNA a na 
detekci bakterií (např. Mycobacterium tuberculosis) a virů (např HIV). Detekce je zaloţena 
na znalosti struktury tj. posloupnosti bází v DNA detekovaných patogenů a to tím 
způsobem, ţe na elektrodě je imobilizováno vlákno DNA (single stranded - ssDNA) mající 
takový sled bází, aby mohlo dojít hybridizací ke spojení s bakteriální či virovou DNA 
přítomnou ve vzorku roztoku na základě komplementárnosti. Deponované vlákno DNA 
(nebo vlákno peptidické nukleové kyseliny tzv. PNA, coţ je strukturní analog) je tedy 
jakýmsi selektivním cílem pro komplementární DNA přítomnou v roztoku. Spojení obou 
vláken hybridizací je doprovázeno změněnou efektivní velikostí povrchu modifikované 
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elektrody, coţ lze indikovat elektrochemicky. K indikaci lze rovněţ pouţít interkalační 
reakce, kdy se elektrochemicky aktivní látka váţe k dvoušroubovicové DNA vzniklé 
hybridizací.  
 
2.7.4 Imunologická měření 
Ke zjišťování reakce antigenu s protilátkou byly vypracovány také četné 
elektrochemické metody včetně polarografických. Nejprve je připraven polarograficky 
aktivní azo-protein, imunizací je pak získána protilátka - antisérum. Po přidání tohoto 
specifického antiséra do roztoku antigenu, tedy azo-proteinu, dojde k silnému potlačení 
jeho polarografické vlny. Jestliţe bylo do roztoku azo-proteinu přidáno nespecifické 
antisérum ve stejných koncentračních podmínkách, dojde pouze ke sníţení vlny azo-
proteinu úměrné zředění roztoku. Kvalitativní změnu do těchto měření přinesla adsorptivní 
stripping voltametrie (AdS V), při níţ jsou antigen a protilátka, které se voltametricky 
často chovají zcela obdobně, nahromaděny adsorpcí na elektrodě a na výsledné křivce je 
sledována jejich interakce. Jako jeden z příkladů lze uvést práci [9], popisující vyuţití 
AdSV při sledování reakce myšího imunoglobulinu s myším anti-imunoglobulinem. Obě 
tyto látky tvoří na voltametrické křivce dvě vlny (dále píky). Přidává-li se do roztoku 
myšího IgG myši anti-IgG, dochází ke sniţování píku IgG. Jestliţe by se do původního 
roztoku přidávala nespecifická protilátka, došlo by naopak ke zvýšení píku jako u prostého 
zvýšení koncentrace povrchově aktivní látky. Měření pomocí AdSV jsou velmi citlivá a 
celkový vzhled voltametrické křivky můţe jistě poskytnout informace jinými metodami 
obtíţně dostupné, popřípadě vůbec nedostupné. 
 
2.7.5 Sledování karcinogenity 
Jiţ po dlouhou dobu jsou prováděny pokusy o vyuţití voltametrie k ohodnocení 
chemických sloučenin na potenciální karcinogenitu. Lze uvést následující postup. Ke 
vzorku zkoumané látky se postupně přidává činidlo, které lineárně s jeho koncentrací v 
roztoku zvyšuje difuzní proud zkoumané látky. Směrnice lineární závislosti tohoto proudu 
můţe slouţit jako index potenciální karcinogení aktivity látky. Tato měření se zakládají na 
sledování rozsáhlých souborů látek a provedení mnoha statistických vyhodnocení. Tyto 
metody v ţádném případě nemají nahrazovat metody odsouhlasené WHO, ale mají být 
příspěvkem k určitému rychlému prescreeningu potenciálně nebezpečných látek. [10] 
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2.8 Elektrochemie DNA 
2.8.1 DNA 
DNA je velmi dlouhá řetězcová molekula zformovaná spojením monomerních 
komponent nazývaných nukleotidy (báze). V DNA lze nalézt čtyři hlavní typy nukleotidů, 
jejichţ pořadí podél vlákna není náhodné.  Relativní mnoţství těchto nukleotidů se mezi 
různými ţivočišnými druhy liší. Spojení mezi po sobě jdoucími nukleotidy je vţdy stejné a 
obsahuje 3'-5'-phospho-di-ester můstků. Fyzikálně chemické studie ukázaly, ţe řetězec 
DNA existuje ve formě tenkých pevných vláken o průměru přibliţně 2,2 aţ 2,6 nm a délce 
desítek nm [11]. Z těchto skutečností pak byla vyvozena i struktura DNA. Dvě vlákna 
s připojenými nukleotidy (polynukleotidové řetězce) jsou otočena k sobě a drţena 
pohromadě vodíkovými můstky mezi bázemi. Přítomny jsou dva druhy vodíkem vázaných 
bázových párů: adenin-thymin (AT) a guanin-cytosin (GC). Úhly těchto vazeb tvoří 
strukturu molekuly nativní dvojvláknové DNA. Výsledkem je molekula - šroubovitě točitý 
řetězec. Hlavní rolí molekuly DNA je dlouhodobé a bezpečné uchování informací. 
Zároveň obsahuje všechny instrukce nutné k vytvoření všech komponent buňky jako 
proteinů a RNA molekul. Segmenty DNA, které nesou tuto genetickou informaci, jsou 
nazývány geny. Ostatní sekvence mají strukturální význam nebo se podílejí na regulaci 
vyuţívání genetické informace. Důsledkem je, ţe stav párů AT a GC velmi výrazně 
ovlivňuje stav celé molekuly DNA. 
2.8.2 Historie, strategie a směry 
První zprávy o elektroaktivitě a povrchové aktivitě DNA jsou z přelomu padesátých a 
šedesátých let. Tehdy se elektrochemickým studiem nukleových kyselin jako první začal 
zabývat Emil Paleček, který objevil moţnost rozlišení denaturované formy, tj. 
jednovláknové, od formy nativní s dvojitou šroubovicí metodou teplotní denaturace. 
Takovým otevřením šroubovice se stanou adeninové a cytosinové zbytky nukleotidů na 
rtuťové elektrodě dostupné redukci. Tato redukce je provázena vznikem píku na 
polarografické či voltametrické křivce. Jeho výška se zvyšuje s mnoţstvím adeninu a 
cytosinu dostupného elektrodové reakci na elektrodě a se stupněm porušení původní 
šroubovice nebo narušením vazby s cukernou a fosforečnanovou sloţkou. Tento významný 
efekt byl v průběhu let hlavně Palečkovou školou rozpracován do různých variant 
vyuţitelných ať jiţ k základnímu výzkumu, nebo - a to hlavně - ke sledovaní toxických 
látek (případně i různých druhů záření) působících na DNA zhoubným způsobem. Ve 
stejné době se zároveň velmi rozvinuly polarografické metody a ukázaly se jako velmi 
učinné ve výzkumu zabývajícím se DNA[12]. Tyto studie jako jedny z prvních poukázaly 
také na tání a polymorfismus dsDNA. Pouţití rtuťové kapkové elektrody (DME, HMDE) 
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Bergem a Nürnbergem [13] při analýze nukleových kyselin otevřelo nové a ojedinělé 
moţnosti. Elving a Smith [14] současně sledovali chování monomerních komponent 
nukleových kyselin na uhlíkových elektrodách. Objevili, ţe na uhlíkových elektrodách jsou 
oxidovatelné pouze báze guanin a adenin. V návaznosti na práci Brabce a Dryhursta [15] o 
studiu DNA na uhlíkových elektrodách, ve které je zkoumána oxidace těchto sloučenin 
více do detailu na pyrolityckých uhlíkových elektrodách, došlo k rozšíření moţností 
elektrochemických studií DNA. Ze svých závěrů pak Elving a Smith navrhli systém těchto 
elektrodových reakcí. První zprávy o elektrochemické oxidaci nukleových kyselin 
vysokých molekulových hmotností se tedy datují od roku 1978. V posledních několika 
desetiletích pak bylo provedeno mnoho elektrochemických studií purinových a 
pyrimidinových bází. Většina těchto prací se zabývá elektrochemickou redukcí purinových 
a pyrimidinových derivátů na rtuťové elektrodě. Oxidace purinových derivátů byla detailně 
studována na pevných elektrodách, většinou uhlíkových. Elektroaktivita pyrimidinových 
derivátů na pevných elektrodách byla dokázána, jak dokládá zdroj [16]. Tato skutečnost 
vedla k moţnosti voltametrické detekce všech bází DNA na uhlíkových elektrodách a 
potvrdila, ţe ţe guanin a adenin jsou detekovatelné lépe, neţ thymin a cytosin. Z toho 
vyplývá určitá výzva zvýšit citlivost voltametrické detekce pyrimidinových bází, aby je 
bylo moţné detekovat spolu s purinovými v reálných vzorcích za fyziologického pH. [17] 
Voltametrie na uhlíkových elektrodách dovoluje sledovat zbytky adeninu a guaninu 
v DNA odděleně, coţ umoţňuje také sledovat odděleně páry AT a GC na dvojšroubovici 
DNA. Protoţe NA jsou elektroaktivní molekuly, mohou být přímo detekované bez pouţití 
hybridizačních metod. Na pevných elektrodách je většina pouţívaných metod zaloţena na 
oxidaci purinových bází adeninu, a nebo nejčastěji guaninu[18] . Důleţitost těchto technik 
pro biochemický a molekulárně biologický výzkum však silně poklesla v okamţiku, kdy se 
studium DNA začalo orientovat na  definované oligonukleotidy, plasmidy a DNA virů se 
známým pořadím nukleotidů. Příprava takovýchto vzorků DNA je totiţ velmi náročná jak 
časově, tak technicky, jelikoţ vyţaduje velmi citlivé metody. V předešlých letech se však 
citlivost voltametrických analýz nukleových kyselin několikrát zvýšila a také se objevily 
nové metody zaloţené na modifikovaných elektrodách. Tyto elektrochemické metody jsou 
zaloţeny na pouţití hybridizačních reakcí v detekční části procesu, díky kterým dochází ke 
zvýšení selektivity a citlivosti. Existují dva moţné hybridizační postupy. Prvním je 
interakce imobilizovaných částic, jeţ jsou komplementární sekvencí k analyzovanému 
vzorku. V druhém případě je přístup opačný: analyt je imobilizován a komplementární 
sekvence jsou přidány. Ve výše popsaném vývoji měřících metod v elektrochemii DNA lze 
sledovat strategie a směry, jak ukazuje obrázek Obrázek 6. 
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Obrázek 6: Směry a strategie vývoje elektrochemických metod 
2.8.3 Detekce a testování DNA  
Analýza nukleových kyselin je tradičně povaţována za objekt zájmu molekulární 
biologie. V dnešní éře po rozluštění genomu je však mnoţství přístupných informací 
obrovské, stejně jako z toho plynoucí rozsah moţných aplikací. Zájem o detekci 
nukleových kyselin (NA) je tedy velmi široký. Jsou poţadovány detekční metody, které 
jsou jednoduché, citlivé, levné, nenáročné na laboratorní přípravu a jsou obecně více 
vhodné pro rutinní testy NA. Pro další úvahy bude nutné obecně rozdělit aplikace studia do 
několika odvětví, kterými jsou:  
 
a) Studium interakce 
Jedná se o sledování různých vlivů působících na DNA, jako jsou interakce s proteiny 
nebo cytostatickými léky. V prvních krystalografických studiích bylo prokázáno, ţe 
struktura DNA hraje velmi důleţitou roli v DNA-protein interakcích [19]. Studie těchto 
interakcí jsou důleţité v rozličných biotechnologických procesech jako DNA replikace, 
transkripce, opravování a sekvencování  [20]. V případě cytostatik se jedná například o 
sledování interakcí s cisplatinou, kde jiţ nestačí pouze detekce, ale je potřeba sledovat a 
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popisovat sloučeniny, které jsou velmi důleţité při studiu resistence na protinádorovou 
léčbu. 
b) Lékařství 
V tomto oboru se analýza DNA zaměřuje na vyhledávání důvodů, které způsobují různé 
nemoci a poruchy, nebo vyhledání vhodného dárce pro transplantaci orgánů. Problematika 
lékařství a genetiky je velmi rozsáhlým oborem, a proto lze nalézt mnoho studií 
pojednávajících právě o analýze DNA ve spojitosti s lékařstvím (například [21, 22]). 
 
c) Soudnictví 
Identifikace pachatele, identifikace obětí zločinů a katastrof, potvrzování a vyvracení 
rodičovství, ospravedlnění neprávem obviněného jsou jednoznačné úkoly detekce DNA 
v soudnictví. Je zde sledováno 13 regionů DNA, které se liší mezi jednotlivci, a je z nich 
vytvořen genetický profil jednotlivce. Šance, ţe budou mít dva jedinci shodný genetický 
profil ze všech 13 úseků, je velmi malá [23].  
 
Elektrochemické techniky lze aplikovat v různých modifikacích v uvedených odvětvích. 
Staly se tak slibným nástrojem pro detekci a testování v molekulární diagnostice, 
monitorování ţivotního prostředí a potravin. Zároveň si zasluhují patřičnou pozornost pro 
svou praktičnost - ektrochemická zařízení jsou snadno miniaturizovatelná, jednoduchá a 
levná v porovnání s optickými, a také nejsou pro elektrochemická měření nutné rozměrné a 
výkonné zdroje, coţ umoţňuje výrobu malých přenosných zařízení.  
 
2.8.4 Principy elektrochemické aktivity DNA 
Ze součástí nukleových kyselin podstupují redukční procesy na rtuťových či na pevných 
elektrodách pouze báze. Ribóza a deoxyribóza vázaná na nukleotidy a nukleosidy je stejně 
jako fosfátové skupiny elektroneaktivní. Redukce guaninu, adeninu a cytosinu nastává při 
velmi záporných potenciálech, jichţ můţe být dosaţeno pouze na rtuťových elektrodách. 
Guanin a adenin můţe být oxidován na uhlíkových elektrodách -  stejně tak, jako se 
později ukázalo v případě thyminu a cytosinu. Oxidační signály jednotlivých bází tedy lze 
sledovat v kladných potenciálech. K tomuto poznatku vedly následující úvahy o rozčlenění 
biopolymerů. 
 
Biopolymery byly dlouhou dobu studovány a rozdělovány dle probíhajících procesů do 
několika skupin: 
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 Redukční procesy – například redukce nukleových kyselin na DME a HDME, ve 
kterých jsou redukční místa tvořena zbytky adeninu a cytosinu, u proteinů jsou to 
pak zbytky cysteinu a také spárované proteiny obsahující redukovatelné skupiny. 
 Katalytické procesy – jako katalytické vylučování vodíku, tato elektrochemická 
aktivita je pozorována u proteinů obsahujících zbytky cystinu nebo cysteinu 
v Brdičkově reakci. 
 Adsorbční procesy – tyto zvyšují tensametrické vlny, dobře definované 
tensametrické vlny jsou způsobené přírodními syntetickými polynukleotidy, 
polysacharidy a polypeptidy. 
 
Všechny tyto tři skupiny biopolymerů byly analyzovány na MDE nebo HMDE. Přes 
všechny výhody mají rtuťové elektrody některá zásadní omezení, jimiţ jsou mechanická 
nestabilita, nepostačující anodický rozsah vzhledem ke kladným potenciálům, umoţňující 
elektrochemickou oxidaci organických sloučenin pouze v ojedinělých případech. Jistě však 
existují skupiny biopolymerů, které mohou být klasifikovány na základě oxidace. 
Důleţitým výsledkem studia elektrochemické oxidace nukleových kyselin nízkých 
molekulových hmotností byl poznatek, ţe nukleosidy adeninu a guaninu jsou oxidovatelné 
na vyšších potenciálech neţ samotné molekuly bází. Také bylo poukázáno na to, ţe 
voltametrické potenciály oxidačních píků guanosinu a adenosinu jsou zcela jiné. Kdyby 
totiţ zbytky guaninu a adeninu nukleových kyselin zvyšovaly odezvu na uhlíkových 
elektrodách, coţ lze snadno rozeznat, pak by bylo moţné vyvinout účinnou 
elektrochemickou techniku na sledování určitých míst adeninu a guaninu v nukleové 
kyselině. První studie elektro-oxidace nukleových kyselin na uhlíkových elektrodách byly 
provedeny v podmínkách, kdy monomerní adenin, guanin a jejich deriváty způsobily dobře 
ohraničené voltametrické píky. Bylo však zjištěno, ţe citlivost klasické linear sweep 
voltametrie je velmi nízká. Pozdější studie proto byly zaloţeny především na diferenční 
pulzní voltametrii. Tato technika umoţňuje zvýšení měřených voltametrických píků DNA 
a RNA.  
2.8.5 Sledování vlivů působících na DNA 
Tato část práce popisuje sledovaní vlivů na nositele genetických informací. Chemická či 
jiná modifikace jakékoliv báze můţe způsobit molekulární narušení genetického koloběhu 
a špatnou funkci buňky, nebo dokonce její smrt. Například oxidativní poškození DNA 
volnými radikály nebo vystavení ionizačnímu záření způsobuje vznik mnoha produktů 
uvnitř struktury šroubovice DNA. Je známo, ţe oxidace DNA je velmi důleţitý zdroj 
genové nestability. Existují také důkazy poukazující na důleţitost oxidačních produktů 
DNA bází, které hrají významnou roli v mutagenezi, karcinogenezi, stárnutí a věkem 
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způsobených nemocech.  
Proto je věnována velká pozornost právě charakterizaci mechanizmů spadajících mezi 
oxidativní poškození všech bází DNA. Elektrochemické metody jsou v tomto případě 
vhodné pro studium oxidativních poškození DNA a zkoumání mechanizmů interakcí léků 
s DNA. V praxi se ukázaly DNA biosenzory jako výborné nástroje pro sledování efektů 
různých endogeních a exogeních zdrojů hazardů pro genový materiál, které zároveň 
umoţňují rychlé a nenákladné určení poškození DNA. Většina elektrochemických 
biosenzorů je zaměřena na sledování oxidačních signálů purinových bází, hlavně pak pík 
guaninu pro sledování stupně oxidativního poškození způsobeného DNA. To je způsobeno 
tím, ţe guanin má nejniţší oxidační potenciál. Pro zlepšení porozumění interakcím a 
poškození DNA díky chemickým a fyzikálním zdrojům je ale důleţité rozšířit sledování 
elektrochemické oxidace na všechny purinové a pyrimidinové báze.  To by mělo vést 
k lepšímu porozumění a rozšíření jiţ známých informací zaloţených pouze na sledování 
oxidačního signálu guaninu a celkovému porozumění mechanismu oxidativního poškození 
DNA díky elektrochemickým metodám. Další nedílnou součástí je studium denaturace 
DNA způsobené mnohými faktory, které je na uhlíkových elektrodách také moţné. Tyto 
změny jsou pozorovány jako projevy jiné elektrochemické oxidace nativní a denaturované 
DNA. V případě teplotní denaturace jsou voltametrická měření doprovázena větším 
zvýšením píku adeninu v porovnání s guaninem, coţ indikuje větší zlepšení přístupnosti 
zbytků adeninu k elektrooxidaci na uhlíkových elektrodách. To podtrhuje fakt, ţe přeměna 
dvojvlákno – jednovlákno při zahřívání, probíhá rychleji v místech, kde se vyskytuje více 
AT párů, neţ v místech s mnoha GC páry[24].  
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3 Materiál a metody pouţité při řešení 
 
Miniaturizované screen-printed elektrody, které byly vytvořené dle námi navrţených 
poţadavků sítotiskem na korundové destičce. Síta z nerez oceli pro kaţdou vrstvu byla 
vyrobena firmou Guliwer Lanškroun. Při vlastní realizaci byl vyuţit poloautomatický 
sítotiskový přístroj UL-1505A Tesla. Pasty pouţité na jednotlivé vrstvy jsou následující: 
pracovní elektroda uhlíková, pouţitá pasta DuPont 7105 Carbon conductive composition 
vytvrzovaná v horkovzdušné peci při 130°C 5 minut. Referenční elektroda se skládá z 
vrstvy Ag/AgCl natisknuté na vrstvě stříbra. Stříbrná vrstva je z pasty ESL 4901 (Electro-
Science Laboratories, Inc. dále ESL) předsušené 15 minut v horkovzdušné peci na 120°C a 
vypálené při 850 °C. Ag/AgCl vrstva je tisknutá z pasty DuPont 5874 silver/sliver chloride 
composition, která byla vytvrzována v horkovzdušné peci při 120°C po dobu 5 minut.  
Pomocná elektroda platina, pouţitá pasta ESL 5545 předsušená a následně vypálená. 
Kontakty vedoucí k elektrodám provedeny z Ag/Pd pasta ESL 9635-HG předsušené a 
následně v peci. Izolační vrstva byla tištěna ve dvou vrstvách z izolační pasty ESL a 
vypálené v peci. Pouţitá korundová destička - Bílý substrát z korundové keramiky 
(Alumina-96% Al2O3) o rozměrech 2“ x 2“. Substrát s natištěnými čidly byl narýhován 
laserem AUREL AUTOMATION ALS 300L a následně mechanicky rozdělen na 
jednotlivé senzory. Předsoušení a vytvrzování při nízkých teplotách probíhalo 
v horkovzdušné peci HS 62A při 120°C nebo dle údajů z katalogového listu past. 
Vypalování probíhalo v peci BTU při teplotním profilu dle doporučení výrobce. Pro 
amperometrické měření byl pouţit potenciostat BioStat ™ ( ESA Biosciences, Inc.), pro 
voltametrická měření miniaturizovaný přenosný potenciostat PalmSens. K připojení byly 
pouţity konektory TX721 1115 s roztečí pinů 2,54 mm a konektor 0039532035 od výrobce 
Molex s roztečí pinů 1,25 mm. Konektor Molex slouţí pro navrhované miniaturizované 
screen-printed elektrody a konektor TX721 pro čidla s roztečí 2,54 mm. 
 Postup měření je rozdělen do několika kroků a je naznačen na Obrázek 7. Do 
pouţívané nádobky je přidáno 500 µl elektrolytu (dále pufr). Dle typu měřeného vzorku je 
buď provedena akumulace na povrchu elektrod, nebo je vzorek v předem určeném 
mnoţství přidán k pufru do nádobky. Následujícím krokem je samotné měření. V případě 
amperometrických měření je v obsluţném softwaru nastavován potenciál do příslušných 
úrovní, v případě voltametrických je nastavena poţadovaná metoda a spuštěna analýza. 
Povrch elektrod je mechanicky očištěn redestilovanou vodou a osušen filtračním papírem. 
Odečtené hodnoty jsou zpracovány v tabulkovém procesoru MS Excel. K vyhodnocování a 
sledování změn protékajících proudů při amperometrických měřeních byl pouţit 
vyhodnocovací software BioStat. Základní nastavení: počet kanálu byl 1, vzorkovací 
frekvence 20 sps (vzorků/s), řád filtru 1. aţ 10., nastaveno na 5. Potenciály jednotlivých 
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měření byly nastaveny dle příslušných voltamogramů získaných z analýz voltametrických 
měření. Pouţívaný pufr fosfátový pH 6, laboratorní teplota. Chemikálie: DNA byla získána 
od Reanal (Maďarsko), dále byly pouţity standardy jednotlivých bází adenin, guanin, 
cytosin a thymin (MP BIOMEDICALS, Německo). Ostatní pouţité chemikálie byly 
zakoupeny od Sigma-Aldrich (USA). 
 
Obrázek 7: Schéma měřícího procesu a sestavení aparatury 
 
4 Výsledky a diskuse 
4.1 Návrh tříelektrodového čidla 
 Rozměry čidla: 
Délka čidla 25 mm, šířka čidla 5 mm a tloušťka dle substrátu (330 µm, 430 µm, 0.5 
mm nebo 1 mm ). Při rozměrech 2˝× 2˝ se na jeden substrát umístilo beze zbytku 10 
čidel. 
 Horní strana s elektrodami: 
V návrhu jsme pouţili poměr ploch pracovní a referentní elektrody 1/20, při 
optimálním vyuţití plochy jsou poloměr pracovní elektrody W 0,4 mm, referenční 
elektroda se skládá z vnitřního poloměru 0,6 mm a vnějšího poloměru 1,88 mm. 
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Pracovní elektroda zabírá zbytek uţitečného místa, poloměr vnitřního kruhu této 
elektrody je 2,08 mm. 
 Přívody a kontakty: 
 Osová rozteč kontaktů je 1,2 mm, šířka kontaktní plochy 0,5 mm, délka kontaktní 
plochy 5 mm. Šířka přívodních kontaktů pracovní elektrody W a pomocné elektrody 
AUX  byla zvolena 0,5mm. Pro referenční elektrodu REF je postačující slabší přívod 
0,3mm. 
 Izolace: 
Přívodní kontakty je nutné izolovat, aby nebyly jednotlivé elektrody mezi sebou 
propojeny a zároveň nebyly obnaţeny přívody. Neizolovaná musí zůstat pouze 
kontaktní část, která bude určena na propojení s konektorem.  
 
Jednotlivé barevně odlišené vrstvy tříelektrodového čidla nám ukazuje Obrázek 8. 
Fialovou barvou je zvýrazněna referentní elektroda čidla REF, světle modrou barvou 
pomocná elektroda AUX, ţlutou barvou pracovní elektroda W, modrou barvou přívody 
a zelenou barvou izolace. Rozměry jednotlivých vrstev jsou popsány výše. 
Obrázek 8: Výsledné překrytí jednotlivých vrstev 
4.2 Motivy šablon 
Motivy byly realizovány v návrhovém systému AutoCad. Výsledné výkresy byly 
exportovány do souborů ve formátu pdf (portable document format) nebo ps/eps (post 
script/encapsulated post script) v měřítku 1:1, aby bylo moţné je vytisknout a přenést na 
sítotiskové šablony. Motiv samotné sítotiskové šablony byl vytvořen fotolitografickou 
cestou. Motivy odpovídají jednotlivým nanášeným vrstvám (pro kaţdou vrstvu 
samostatná sítotisková šablona). Bílé plochy vyjadřují prostor sítotiskové šablony, skrze 
který se pasta nanese na substrát. Vzhledem k malým rozměrům jednotlivých vrstev je 
důleţité dbát na přesné nanesení. Proto jsou na kaţdém motivu umístěny dva body do 
protilehlých rohů, které při nanášení pouţijeme pro vycentrování vrstev. Motivy všech 
vrstev jsou znázorněny na obrázcích Obrázek 9, Obrázek 10  a  Obrázek 11. 
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Obrázek 9: Motiv pro sítotiskovou šablonu, přívodních kontaktů a izolační vrstvy 
    
Obrázek 10: Motiv pro sítotiskovou šablonu, vrstva pracovní a pomocné elektrody 
 
Obrázek 11: Motiv pro sítotiskovou šablonu, vrstva referenční elektrody 
 
4.3 Realizace 
Miniaturizovaná čidla byla vytvořena na bílém substrátu z korundové keramiky 
(Alumina-96% Al2O3) o rozměrech 2“ × 2“ × 0,01“ ( ELCERAM a.s.). Tisk jednotlivých 
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vrstev probíhal v pořadí vodivé spoje, izolační vrstva, referenční elektroda, pomocná 
elektroda a pracovní elektroda.  
Pracovní elektroda je uhlíková, pouţitá pasta od firmy DuPont 7105 Carbon conductive 
composition vytvrzovaná v horkovzdušné peci při 130°C 5 minut. Referenční elektroda se 
skládá z vrstvy Ag/AgCl natisknuté na vrstvě stříbra. Stříbrná vrstva je z pasty ESL 4901 
od Electro-Science Laboratories, Inc. (dále ESL) předsušené 15 minut v horkovzdušné peci 
na 120°C. Ag/AgCl vrstva referenční elektrody je tisknutá z pasty 5874 silver/sliver 
chloride composition od firmy DuPont, která je vytvrzována v horkovzdušné peci. 
 Pomocná elektroda platina, pouţitá pasta ESL 5545 předsušená a následně vypálená. 
Kontakty vedoucí k elektrodám jsou provedeny z Ag/Pd, pasta ESL 9635-HG předsušená a 
následně vypálená v peci. Izolační vrstva je tištěna ve dvou vrstvách z pasty ESL 4460 
předsušené a vypálené v peci. Předsoušení u všech past probíhalo v horkovzdušné peci dle 
údajů z katalogového listu past, pokud neuvedeno jinak. Vypalování probíhalo při 
teplotách doporučených od výrobce. Pouţívaný teplotní profil ukazuje Obrázek 12. 
 
Obrázek 12: Pouţitý teplotní profil pece při vypalování 
 
Substrát s natištěnými čidly byl na jednotlivé kusy rozřezán laserem. Výsledné čidlo 
ukazuje obrázek Obrázek 13. 
 
Obrázek 13: Realizované čidlo 
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4.4 Výsledky analýzy měření za pomoci realizovaných čidel 
a) Voltametrické stanovení závislosti výšky píku na pH bází DNA 
Při elektrochemickém měření bází DNA jsou zapotřebí vhodné podmínky a vlastnosti 
elektrolytu. pH elektrolytu je jednou z nich. Vzorek, který je umístěn do elektrolytu je jím 
ionizován tak, ţe báze je schopná oxidace či redukce. Tento vliv se projevuje zvyšováním 
nebo tlumením odezvy případně posunováním potenciálů, při kterých se projevují oxidační 
nebo redukční procesy. V našem měření jsme se zaměřili na sledování závislosti výšky 
píku na pH v rozmezí (4 – 8). Pro tuto analýzu byl vybrán pufr Britton-Robinson, který je 
pouţitelný v rozsahu pH (2 – 12). Nejvíce pozornosti bylo věnováno pH = 5 a pH = 7, 
která se pohybují v blízkosti fyziologického pH a zároveň je v těchto hodnotách očekávána 
největší odezva kvůli struktuře a probíhajícím dějům. Při měření závislosti na pH jsme 
pouţili dobu akumulace 120s a koncentraci 100µM.  Na obrázcích Obrázek 14, Obrázek 
15, Obrázek 16 a Obrázek 17. jsou zobrazeny voltamogramy jednotlivých bází a zároveň 
jsou uvedeny přiblíţení píků matematicky upravených křivek. Potenciály píků bází byly 
různé, z čehoţ vyplývá moţnost detekce a sledování všech bází naráz v jednom roztoku, u 
bází adenin a thymin by však při vyšších koncentracích mohlo docházet k mírnému 
prolnutí píku a z toho plynoucí menší rozlišitelnosti. Potenciály píků byly 0,65V guanin, 
1,00V adenin, 1,05V thymin a 1,15V cytosin.   Nejvyšší odezva byla dle očekávání 
sledována u adeninu, druhým nejvyšším byl guanin poté thymin a cytosin. Z tohoto 
pozorování je patrné, ţe nejvýhodnější je sledování adeninu a guaninu, jelikoţ jejich 
oxidační signály leţí na nejniţších potenciálech a jsou nejlépe měřitelné. Porovnání výšek 
píku pro jednotlivá pH je uvedeno v grafech na obrázcích Obrázek 18 a Obrázek 19. 
Z výsledků této analýzy bylo vybráno jako nejvýhodnější pH = 5 a při všech následujících 
analýzách byl pouţit pufr Britton-Robinson pH = 5. 
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Obrázek 14: Závislost výšky píku na pH pro stanovení adeninu, A) pH = 5, B) pH = 7. 
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Obrázek 15: Závislost výšky píku na pH pro stanovení guaninu, A) pH = 5, B) pH = 7. 
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Obrázek 16: Závislost výšky píku na pH pro stanovení cytosinu, A) pH = 5, B) pH = 7. 
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Obrázek 17: Závislost výšky píku na pH pro stanovení thyminu, A) pH = 5, B) pH = 7. 
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Obrázek 18: Graf závislosti výšky píku na pH pro stanovení thyminu  a cytosinu. 
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Obrázek 19: Graf závislosti výšky píku na pH pro stanovení adeninu a guaninu. 
 
b) Voltametrické stanovení závislosti výšky píku na době akumulace 
Důleţitým parametrem při analyzování bází nukleových je doba akumulace. V této 
době probíhá mnoho fyzikálně chemických dějů, z nichţ nejdůleţitější jsou interakce 
analytu s povrchem elektrod a migrace molekul v elektrolytu. Doba akumulace by neměla 
být příliš krátká, aby mohlo dojít k interakci analytu s elektrodou, ale neměla by být příliš 
dlouhá, aby nedošlo k navázání jiných neţádoucích molekul na elektrody. Doba akumulace 
je také důleţitým faktorem při provádění analýzy. Obecně je výhodnější, aby analýzy 
probíhaly rychle, coţ přispívá ke zrychlení a efektivitě práce. Při měření jsme se zaměřili 
na sledování akumulačních časů 0s, 10s, 30s, 60s, 120s a 240s. V grafech Obrázek 20, 
Obrázek 21, Obrázek 22 a Obrázek 23 jsou porovnány doby akumulace 0s a 120s a 
uvedena přiblíţení píků matematicky upravených zobrazených křivek. Je patrné ţe u bází 
adenin, guanin a cytosin se zvyšující dobou akumulace zvyšuje odezva měřeného vzorku, 
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naproti tomu thymin dosahoval nejvyšší odezvy při minimální době akumulace. V grafech 
Obrázek 24 a Obrázek 25 je uvedeno srovnání výšek píků jednotlivých bází. 
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Obrázek 20: Závislost výšky píku na době akumulace adeninu, křivky A) 120s, B) 0s. 
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Obrázek 21: Závislost výšky píku na době akumulace guaninu, křivky A) 120s, B) 0s. 
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Obrázek 22: Závislost výšky píku na době akumulace thyminu, křivky A) 120s, B) 0s. 
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Obrázek 23: Závislost výšky píku na době akumulace cytosinu, křivky A) 120s, B) 0s. 
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Obrázek 24: Graf závislosti výšky píku na době akumulace pro thymin a cytosin. 
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Obrázek 25: Graf závislosti výšky píku na době akumulace pro adenin a guanin. 
 
c) Voltametrické stanovení závislosti výšky píku na koncentraci vzorku 
Stěţejní při analýze nukleových kyselin jsou kalibrační křivky – závislosti výšky píku 
na koncentraci vzorku. Nejdůleţitějším výstupem těchto měření jsou detekční limity a 
tvary charakteristik. Provedli jsme měření těchto charakteristik pro jednotlivé báze. 
Kalibrační křivka adeninu je zobrazena na obrázku Obrázek 26. Závislost má lineární část 
v rozmezí koncentrací 1 aţ 20 µM s rovnicí regrese y = 0,0268x - 0,0033 (R2 = 0,9965). 
Při niţších koncentracích nebyly píky rozlišitelné. Závislost výšky píku guaninu je 
zobrazena v grafu Obrázek 27. Tato závislost byla v celém rozsahu lineární s rovnicí 
regrese y = 0,0167x + 0,3095  (R
2
 = 0,9986). Na obrázku Obrázek 28 můţeme sledovat 
kalibrační křivku thyminu. Křivka opět obsahuje lineární část v oblasti koncentrací 1 aţ 20 
µM  s rovnicí regrese y = 0,0201x + 0,0201 (R2 = 0,9928). Kalibrační křivku cytosinu 
můţeme pozorovat na obrázku Obrázek 29. Křivka obsahuje lineární část v rozmezí 
koncentrací 1 aţ 20 µM  s rovnicí regrese y = 0,0345x - 0,0686 (R2 = 0,9999). 
Z uvedených závislostí plyne, ţe všechny báze mají lineární závislost v oblasti koncentrací 
1 aţ 20 µM a v případě měření koncentrace neznámého roztoku bází je moţné určit jejich 
koncentraci. Tyto lineární části jsou vloţeny v grafech samostatně. Detekční limity všech 
bází se pohybovaly v okolí koncentrace 1 µM. 
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Obrázek 26: Graf závislosti výšky píku na koncentraci - adenin. 
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Obrázek 27: Graf závislosti výšky píku na koncentraci - guanin. 
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Obrázek 28: Graf závislosti výšky píku na koncentraci – thymin. 
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Obrázek 29: Graf závislosti výšky píku na koncentraci – cytosin. 
 
d) Amperometrická detekce bází DNA 
Pro detekci DNA jsme pouţili ještě další metodu – amperometrii, která je hojně 
vyuţívána u průtokových analýz. Na rozdíl od voltamtametrických měření jsou 
amperometrická prováděna sledováním proudové odezvy za přiloţeného pevného 
potenciálu. Není tak třeba sloţitých měřících průběhů vkládaných na elektrody. Pokud tedy 
chceme získat záznam výšky odezvy na přiloţeném potenciálu, musíme proměřit v daném 
napěťovém rozsahu co nejvíce bodů. Na základě výsledků z předchozích měření jsme 
pouţili pufr Britton-Robinson pH = 5. Hodnoty měření v jednotlivých bodech byly 
zjišťovány následujícím způsobem. Na elektrodu je připojen ţádaný potenciál, který 
způsobí skokovou změnu protékajícího proudu. V následujícím čase dochází k postupnému 
poklesu sledovaného proudu. Odečítali jsme nárůst proudu a pokles po 20s od připojení 
poţadovaného napětí. V grafech na obrázcích Obrázek 30, Obrázek 31, Obrázek 32 a 
Obrázek 33 jsou vyneseny křivky získané odečítáním nárůstů a poklesů sledovaného 
proudu uvedeným způsobem. Po porovnání s voltmetrickými analýzami (Tabulka 4) je 
patrné, ţe píky na křivkách leţí ve stejných potenciálech a je tedy potvrzena detekce všech 
bází.  
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Obrázek 30: Hydrodynamický voltamogram adeninu 
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Obrázek 31: Hydrodynamický voltamogram guaninu 
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Obrázek 32: Hydrodynamický voltamogram thyminu 
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Obrázek 33: Hydrodynamický voltamogram cytosinu 
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Tabulka 4: Srovnání potenciálů píků voltametrických a amperometrických měření. 
Báze Adenin Guanin Thymin Cytosin 
Voltametrie 1,00V 0,65V 1,05V 1,15V 
Amperometrie 1,00V – 1,05V 0,50V - 0,60V 1,10 V 1,25V 
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5 Závěr 
Zabývali jsme se detekcí bází DNA na námi navrţených a vyrobených 
miniaturizovaných tištěných elektrodách. Elektrody byly realizovány sítotiskovou 
metodou, která se ukázala jako velmi dobrá pro realizaci elektrochemických senzorů. 
Z hlediska detekce DNA byly navrţeny a optimalizovány pouţívané metody a 
postupy. Dále bylo zjištěno, ţe na elektrodách jsou identifikovatelné všechny čtyři 
báze nukleových kyselin. Jednou z takových můţe být změna struktury 
navrhovaných čidel nebo modifikace povrchu elektrod. Jedním z nejdůleţitějších 
poznatků je objevení moţnosti pouţití stejné elektrody na více měření, čímţ je 
odstraněn problém spojený s rozdíly povrchů elektrod jednotlivých čidel, která 
přinesla zpřesnění výsledků prováděných analýz. Povrch elektrod je očištěn pomocí 
ultrazvuku. Jak bylo ukázáno, rozsah elektrochemické detekce DNA je velmi široký a 
nabízí do budoucna mnoho směrů pro další práci.  
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